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1. Zusammenfassung 
Im Kindesalter sind Leukämien mit circa einem Drittel die häufigste 
Krebserkrankung. Die akute lymphoblastische Leukämie (ALL) macht unter den 
Leukämien mit etwa zwei Dritteln den größten Anteil aus. Die meisten Kinder 
können durch eine Chemotherapie kurativ behandelt werden. Es gibt jedoch 
Patienten, welche ein aggressiveres Therapieregime benötigen. Für diese ist die 
allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) eine wirksame 
Therapie. Dennoch wird der Erfolg durch Rezidive, die Graft-versus-Host-Disease 
(GVHD) und die Transplantations-assoziierte Letalität (TRM) limitiert. Um das 
Risiko für genannte Komplikationen möglichst gering zu halten, ist die Auswahl 
des optimalen Spenders essenziell. Neben bereits standardisierten Screening- 
Faktoren wie der HLA-Typisierung stehen zunehmend molekulare Aspekte im 
Zentrum der aktuellen Forschung. Die HSZT ist ein immenser Eingriff in das 
Immunsystem des Patienten: Zuerst werden über Polychemotherapie und 
gegebenenfalls Strahlentherapie die malignen Zellen eradiziert und dabei auch 
das eigene Immunsystem supprimiert. Im Anschluss werden fremde 
immunkompetente Zellen in den Patienten eingebracht, welche nachfolgend alle 
wichtigen Funktionen der Selbsterkennung und Abwehr übernehmen sollen. Ein 
wichtiger Bestandteil des Immunsystems sind die T-Zellen, welche wiederum 
zahlreichen Regulationsmechanismen unterliegen. Ein bedeutender Inhibitor der 
T-Zellen, auch als Checkpoint-Inhibitor bezeichnet, ist das Cytotoxic T-
lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA-4). Es wird auf den T-Zellen exprimiert 
und interagiert mit den Antigen-präsentierenden Zellen (APCs). Nachdem es 
gelungen war, das gesamte menschliche Genom zu kartieren, wurde auch das 
CTLA-4 Genom genauer analysiert. Mittels neuartiger Forschungsmethoden 
konnten sogar Folgen des Austauschs einzelner Basen, sogenannter 
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs), untersucht werden. Wir analysierten 
retrospektiv kryokonservierte Proben von Leukämie-Patienten und deren 
Spendern, welche an der Klinik für Kinder- und Jugendmedizin am 
Universitätsklinikum Jena eine allogene HSZT erhielten. Es zeigte sich ein 
signifikanter Zusammenhang zwischen dem CT60 SNP des CTLA-4 und der TRM 
sowie dem Ereignis-freien Überleben (EFS). Die TRM war mit 9,1 % gegenüber 
19,2 % (AG) und 35,5 % (AA) signifikant geringer, wenn die Patienten 
Stammzellen vom Spender-Genotyp GG erhielten.  
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Dies erklärten wir uns, in Einklang mit zahlreichen anderen Publikationen, welche 
sich auf adulte Patientenkollektive stützen, folgendermaßen: Liegt der Genotyp 
GG vor, wird das Verhältnis der beiden CTLA-4 Isotypen flCTLA-4 und sCTLA-4 
so reguliert, dass einerseits eine hinreichende Infektabwehr gesichert ist. 
Andererseits wird durch die ausreichende Inhibition der T-Zellen das Risiko für 
das Auftreten einer GVHD oder des Multiorganversagens herabgesetzt.  
Darüber hinaus zeigte sich bei unseren Analysen ein signifikanter 
Zusammenhang zwischen dem +49A/G SNP und der Rezidivrate (RR) nach 
Transplantation sowie dem EFS. Erhielten die Leukämie-Patienten Stammzellen 
von einem Spender mit mindestens einem G-Allel, war die RR signifikant 
niedriger als bei Vorliegen des homozygotem AA-Allels. Das G-Allel resultiert 
vermutlich in einer verminderten Aktivität des CTLA-4. Als Folge dessen werden 
die T-Zellen weniger inhibiert, sodass der Graft-versus-Leukemia (GvL)-Effekt 
verstärkt wirkt.  
Somit konnten wir einen signifikanten Zusammenhang zwischen den SNPs CT60 
und +49A/G und dem Erfolg der allogenen HSZT bei pädiatrischen Leukämie-
Patienten feststellen. In größeren, multizentrischen Studien wäre zu evaluieren, 
ob die SNP-Analyse als Screening Parameter für die Auswahl des optimalen 
Spenders geeignet wäre. Des Weiteren wäre zu prüfen, ob sich die SNPs eignen, 
die Erfolgschancen der allogenen HSZT im Kindesalter zu verbessern.   
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2. Einleitung 
2.1. Leukämien 
2.1.1. Akute lymphoblastische Leukämie  
Die akute lymphoblastische Leukämie (ALL) ist, wie schon oben angemerkt, mit 
einem Anteil von 30 Prozent die häufigste maligne Erkrankung im Kindesalter. Sie 
ist definiert als eine Proliferation klonaler maligner lymphatischer Zellen mit Befall 
des Knochenmarks (Mayatepek 2019). Der Häufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 
2. und 5. Lebensjahr. Die Überlebensrate beträgt circa 90 Prozent (Santiago et al. 
2017). Im peripheren Differenzialblutbild zeigen sich meist eine normozytäre 
Anämie, eine Thrombozytopenie sowie leukämische Blasten. Im Knochenmark-
Aspirat ist eine vollständige Verdrängung der normalen Hämatopoese durch 
monomorphe Leukämiezellen festzustellen. 
Neben der morphologischen Klassifikation nach dem French-American-British-
System in FAB L1-3 gibt es noch die Klassifikation der European Group for the 
Immunological Characterization of Leukemias (EGIL), bei der die Leukämien 
mittels Durchflusszytometrie anhand ihrer Oberflächenantigene (Cluster of 
Differentiation, CD) eingeteilt werden. Die common-ALL mit dem CD10 Antigen ist 
der häufigste Subtyp im Kindesalter. Außerdem sind genetische Merkmale für die 
Beschreibung einer Leukämie bedeutsam. Die Translokation t (9;22) mit dem 
sogenannten Philadelphia Chromosom beispielsweise ist bei der ALL in aller 
Regel mit einer schlechten Prognose assoziiert (Mayatepek 2019). 2016 erschien 
diesbezüglich die 4. Auflage der WHO Klassifikation, welche alle bis dato neuen 
Erkenntnisse einbezog (Arber et al. 2016).  
Klinisch äußert sich die ALL meist durch Anzeichen der Anämie, Blutungszeichen 
und protrahierte Infekte. Weitere Symptome sind Lymphknotenschwellungen, 
Hepatosplenomegalie sowie Knochen- und Gelenkschmerzen. Kritische 
Komplikationen sind unter anderem das Tumorlyse-Syndrom oder 
Komplikationen der Leukostase.  
Die Therapie erfolgt größtenteils mittels einer Kombination aus 
Polychemotherapie und Steroiden. Nach der Evaluation des individuellen 
Risikoprofils wird die Intensität der Behandlung festgelegt. Patienten mit sehr 
hohem Risiko (beispielsweise mit Translokation t (9;22) oder t (4;11)) erhalten in 
Abhängigkeit des molekularen Therapieansprechens eine HSZT. Auch Patienten 
mit einem Rezidiv und ungünstigem Risikoprofil oder unzureichendem 
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Ansprechen auf die Induktionstherapie sollten eine HSZT erhalten (Mayatepek 
2019; AWMF 2016; Eckert et al. 2013; Bader et al. 2015; Vardiman et al. 2009). 
 
2.1.2. Akute myeloische Leukämie 
Die akute myeloische Leukämie (AML) ist definiert als eine klonale Proliferation 
maligner nichtlymphatischer hämatologischer Vorläuferzellen. Die AML ist mit 0,7 
Erkrankungen auf 100.000 Einwohner unter dem 15. Lebensjahr wesentlich 
seltener als die ALL. Die traditionelle Klassifikation nach dem FAB-System wird 
zunehmend von der WHO-Klassifikation, in welcher die genetischen 
Veränderungen eine stärkere Gewichtung haben, abgelöst (Arber et al. 2016; 
AWMF 2019). Die AML kann sich aus einem myelodysplastischem Syndrom 
entwickeln oder - im Kindesalter häufiger - primär entstehen. Bei Kindern wird ab 
einem Blastenanteil von 30 Prozent in der Knochenmarksstanze von einer AML 
gesprochen. Die Symptome der AML, verursacht durch Störung der normalen 
Hämatopoese und klonalen Proliferation einer Zellreihe, entsprechen im 
Grundlegenden denen der ALL. Die Therapie besteht in einer intensiven, in der 
Regel blockförmigen Polychemotherapie. Aufgrund der hohen Toxizität mit langer 
Knochenmarksaplasie sind schwere (Pilz-) Infektionen eine gefürchtete 
Komplikation (Mayatepek 2019; AWMF 2019). Anhand der AML-BFM Studien 
erfolgte 2012 eine neue Risikoeinteilung, nach der nur noch Patienten mit 
ungünstiger Zytogenetik und/oder schlechtem Therapieansprechen in erster 
Remission transplantiert werden. Bei Rezidiven bleibt die HSZT die einzige 
kurative Therapieoption (Reinhardt et al. 2012). Antikörper-gesteuerte 
Medikamente oder Tyrosinkinase-Inhibitoren werden in derzeit laufenden Studien 
(Pediatric Relapsed AML 2010/01 und AML-BFM 2012) als neue Therapie-
optionen der AML geprüft. Die 5-Jahres Überlebensrate der AML liegt bei circa 
60-75 Prozent (Creutzig et al. 2011).  
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2.1.3. Juvenile myelomonozytäre Leukämie 
Die juvenile myelomonozytäre Leukämie wird den myelodysplastischen 
Syndromen zugeordnet (Arber et al. 2016). Diese sind charakterisiert durch die 
klonale Proliferation von ausdifferenzierten, aber funktionsunfähigen Zellen der 
Hämatopoese. Die JMML kommt gehäuft bei Kindern mit Neurofibromatose Typ 1 
oder Noonan-Syndrom vor (O'Halloran et al. 2017). Bei etwa 90 Prozent der 
Leukämie-Zellen liegen Mutationen im Ras/Raf/MAPK-Signalweg vor (Sakashita, 
Matsuda, and Koike 2016). Klinisch weisen die Patienten Blässe, 
Hepatosplenomegalie und Blutungszeichen auf. Laborchemisch sind meist eine 
Anämie, eine Thrombozytopenie und eine Monozytose nachzuweisen 
(Mayatepek 2019). Die einzige kurative Behandlung ist die HSZT. Zytostatische 
Therapieansätze sind Gegenstand experimenteller Studien (Sakashita, Matsuda, 
and Koike 2016). Die Wahrscheinlichkeit, 5 Jahre ereignisfrei zu überleben, 
beträgt nach HSZT circa 50 Prozent (Locatelli et al. 2005). Eine Ausnahme 
stellen Patienten mit Noonan-Syndrom dar, bei welchen Fallberichte nahelegen, 
dass die Erkrankung gutartig verlaufen kann (O'Halloran et al. 2017; Mayatepek 
2019).  
 
2.2. Allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation 
Die Übertragung von Stammzellen einer anderen Person auf einen Patienten wird 
als allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) bezeichnet. Das 
Prinzip der allogenen HSZT besteht darin, ein defektes oder funktionsloses 
Immunsystem, beispielsweise eines Leukämie-Patienten, durch das eines 
gesunden Spenders zu ersetzen.  
Zu Beginn der Spendersuche steht die Typisierung der Humanen Leukozyten-
Antigene, in erster Linie je beide Allele von HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 
und HLA-DQB1. Sind die genannten HLA-Merkmale von Spender und Empfänger 
identisch, spricht man von einer HLA-kompatiblen Transplantation (Middeke and 
Schetelig 2018; Einsele and Kanz 1999).  
Spender erster Wahl sind dabei stets HLA-identische Geschwister, da das Risiko 
für eine Graft-versus-Host Erkrankung (GVHD) im Vergleich zu den übrigen 
Alternativen am geringsten ist (Horowitz 2012; Shaw et al. 2010). Stehen diese 
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nicht zur Verfügung, wird über das Deutsche Register für Stammzell-
transplantation (DRST) gesucht. Bei HLA-kompatiblen Fremdspendern sind 
Überleben, TRM und RR mit dem HLA-identischen Geschwister vergleichbar 
(Lozano Cerrada, Altaf, and Olavarria 2018). Wird im Register kein HLA-
kompatibler Spender gefunden, kann eine gewisse Merkmalsdifferenz akzeptiert 
werden. Diese geht allerdings mit einem erhöhten Risiko von Abstoßung oder 
GVHD einher. Eine weitere Option stellt die haplo-identische Transplantation dar, 
bei welcher ein Spender nur in entweder dem mütterlichen oder dem väterlichen 
Allel übereinstimmt. 
Laut Jahresbericht des DRST waren von den 1998-2017 insgesamt 5144 
Spendern für ALL-Patienten 65,7 % Fremdspender, 27,7 % HLA-identische 
Verwandte und 6,6 % haplo-identische Verwandte (DRST 2018).  
Die Stammzellen können entweder durch eine Knochenmarkpunktion, aus dem 
peripheren Blut nach Verabreichung von Wachstumsfaktoren (G-CSF) oder aus 
Nabelschnurblut gewonnen werden.  
Vor der eigentlichen Transplantation erhält der Patient eine Konditionierung. 
Diese Chemo- und gegebenenfalls zusätzliche Strahlentherapie soll die malignen 
Zellen eradizieren und das Immunsystem des Patienten supprimieren.  
Nach erfolgter Stammzelltransplantation erhalten die Patienten eine 
medikamentöse Immunsuppression, um eine akute Abstoßungsreaktion und eine 
GVHD zu verhindern (Middeke and Schetelig 2018; Hemmati 2018). 
 
2.3. Das Immunsystem im Überblick 
2.3.1. Angeborene und erworbene Immunantwort 
Die Aufgabe des Immunsystems besteht darin, den Körper vor Pathogenen, 
Toxinen und Allergenen zu schützen. Wird eine Zelle als infiziert oder fremd 
erkannt, werden auf humoraler und zellulärer Ebene Mechanismen des 
angeborenen und erworbenen Immunsystems aktiviert. Zum angeborenen 
Immunsystem gehören unter anderem die Granulozyten, die Monozyten und die 
natürlichen Killerzellen sowie das Komplementsystem. Das erworbene 
Immunsystem besteht aus den von den B-Zellen sezernierten Immunglobulinen 
und den T-Zellen (Cota and Midwinter 2015; Chaplin 2010). Siehe Abbildung 1.  
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Abbildung 1: Elemente des angeborenen und erworbenen Immunsystems (Dranoff 2004) 
 
Zu den grundlegenden Funktionen der angeborenen Immunantwort zählt die 
Phagozytose, welche durch die Makrophagen (differenzierte Monozyten) und 
neutrophilen Granulozyten realisiert wird. Makrophagen rekrutieren durch 
Sekretion von proinflammatorischen Mediatoren wie Interleukinen (IL-1, IL-6) 
weitere Abwehrzellen und triggern die Produktion von Akute-Phase-Proteinen in 
der Leber. Diese können, wie auch die Mediatoren des Komplementsystems, 
Pathogene opsonieren, direkt antimikrobiell wirken und weitere Abwehrzellen 
aktivieren. Die natürlichen Killerzellen eliminieren infizierte körpereigene Zellen 
oder intrazelluläre Erreger. Dendritische Zellen, welche sich aus Monozyten 
entwickeln, erkennen Antigene über Toll-like-Rezeptoren und können die 
Antigene den B- und T-Zellen präsentieren. Daher spielen sie eine wichtige Rolle 
in der Vernetzung von angeborenen und erworbener Immunantwort (Medina 
2016; Murphy et al. 2018). 
 
2.3.2. B-Zellen und Immunglobuline 
B-Zellen entstehen im Knochenmark und entwickeln sich in vielen 
Differenzierungsschritten zu den reifen B-Zellen, welche im Blut und den 
lymphatischen Organen zirkulieren. Jede B-Zelle exprimiert in der Regel einen 
einzigartigen Antikörper. Diese Antikörper oder Immunglobuline bestehen stets 
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aus schweren und leichten Ketten und besitzen einen konstanten und einen 
variablen Bereich. Im Letztgenannten befindet sich die Antigenbindungsstelle, 
welche die Spezifität der Immunglobuline ausmacht. Die enorme Vielfalt von circa 
1011 Antikörpern entsteht durch genetische Rekombination und Affinitätsreifung. 
Der konstante Bereich legt fest, welche Immunglobulin-Klasse vorliegt. Es gibt 5 
Möglichkeiten:  
 
 
 
Abbildung 2: Antikörper (João H. Duarte 2016) 
 
 
(1) IgM ist ein Rezeptor der naiven B-Zellen und tritt somit als erstes im Verlauf 
einer Immunreaktion auf. Durch alternatives Splicing entfällt der trans-
membranöse Anteil und IgM wird als Penta- oder Hexamer sezerniert.  
(2) IgD ist ebenfalls membranständig und wird auf den meisten reifen naiven B-
Zellen exprimiert. (3) IgG stellt mit 75 Prozent den höchsten Anteil im Serum dar, 
ist das einzige planzentagängige Immunglobulin und spielt eine entscheidende 
Rolle in der Abwehr von Viren und Bakterien. (4) IgA kommt in vielen 
Körperflüssigkeiten und Sekreten vor und ist für die Schleimhautbarriere von 
elementarer Bedeutung. (5) IgE spielt über die Mastzellaktivierung und die 
Aktivierung basophiler Granulozyten eine wichtige Rolle in der Parasitenabwehr 
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und bei der Genese allergischer Erkrankungen. Die einzelnen Antikörper-Klassen 
eignen sich unterschiedlich gut für die verschiedenen Aufgabenbereiche 
bestehend aus Neutralisierung, Opsonierung, Komplementaktivierung und 
antikörperabhängige zelluläre Zytotoxizität. Daher sind Klassenwechsel, initiiert 
durch Zytokine und T-Zellen, im Verlauf notwendig, um eine effektive 
Immunantwort zu generieren (Fleischer 2011; Chaplin 2010; Parkin and Cohen 
2001; Murphy et al. 2018).  
 
2.3.3. T-Zell-Funktion 
T-Zellen entstammen dem Knochenmark und reifen im Thymus zu naiven T-
Zellen heran. Die Vielfalt der T-Zell-Rezeptoren entsteht, wie auch die 
Immunglobuline, durch somatische Rekombination. Allerdings können die T-
Zellen die Spezifität ihrer Rezeptoren im Gegensatz zu den Immunglobulinen 
nicht mehr verändern. Nach vollendeter Ausreifung im Thymus zirkulieren die T-
Zellen zwischen Blut und den sekundär lymphatischen Organen.  
Dort werden ihnen Antigene via Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC)-
Rezeptoren präsentiert. 
 
 
Abbildung 3: T-Zell Aktivierung (Mak, Saunders, and Jett 2014) 
(A) Interaktion von MHC-II und T-Helferzellen (Th) 
(B) Interaktion von MHC-I und zytotoxischer T-Zelle (Tc) 
 
MHC-I Moleküle werden auf nahezu allen kernhaltigen Zellen des Körpers 
exprimiert. Sie präsentieren intrazellulär prozessierte Peptide an der 
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Zelloberfläche. Deuten diese beispielsweise auf eine Entartung oder Virus-
infektion hin, werden diese Antigene von den zytotoxischen T-Zellen erkannt. Es 
kommt zu einer Bindung des MHC-I / Antigen-Komplex mit dem passenden T-
Zell-Rezeptor und CD8 der T-Zelle. Die antigentragende Zelle wird entweder 
durch Exozytose von Granula, welche Perforin und Granzyme enthalten, oder 
durch Induktion der Apoptose via Fas-Liganden zerstört. Die CD8+ zytotoxische 
T-Zelle ist daher entscheidend in der Abwehr von virusinfizierten Zellen, 
intrazellulären Erregern und Tumorzellen.  
Über MCH-II Moleküle präsentieren APCs fremde Antigene. Diese werden von 
den T-Helferzellen erkannt. Es kommt zu einer Bindung des MHC-II / Antigen-
Komplex mit dem T-Zell-Rezeptor und CD4. Die Hauptfunktion der T-Helferzellen 
ist die Zytokinproduktion. Darüber bewirken sie die Antikörper-produktion durch 
B-Zellen, deren Klassenwechsel und aktivieren Makrophagen. Naive T-
Helferzellen produzieren überwiegend IL-2. Die Subgruppe T-Helferzelle 1 
produziert vorwiegend INF-γ, welches unter anderem Makrophagen aktiviert und 
darüber an der Abwehr intrazellulärer Erreger beteiligt ist. Die Subgruppe T-
Helferzelle 2 produziert überwiegend IL-4, welches unter anderem den 
Klassenwechsel zu IgE fördert und daher in der Parasitenabwehr mitwirkt. Die 
regulatorischen T-Zellen sind durch Sekretion von IL-17 in der Lage, die 
Immunantwort zu inhibieren.  
Neben den zytoplasmatischen Domänen von CD4 und CD8 spielt der CD3-
Komplex, welcher direkt mit dem T-Zell-Rezeptor assoziiert ist, eine 
entscheidende Funktion in der intrazellulären Signalweiterleitung.  
Um die T-Zellen effizient zu aktivieren, sind neben der Einschaltung von T-Zell-
Rezeptor und CD4 bzw. CD8 costimulatorische Signale notwendig: Interagiert 
CD28 der T-Zelle mit CD80 und CD86 der APC, wird die Zytokinproduktion 
maximal aktiviert. Fehlt dieses costimulatorische Signal oder überwiegen 
inhibitorische Signale, kommt es zur Anergie oder Apoptose der T-Zelle 
(Fleischer 2011; Fife and Bluestone 2008; Chaplin 2010; Parkin and Cohen 2001; 
Murphy et al. 2018). 
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2.4. Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA-4) 
 
CTLA-4 ist ein bedeutender Checkpoint-Inhibitor (Alatrash, Daver, and Mittendorf 
2016): Erfolgt eine T-Zell-Aktivierung durch APCs via T-Zell-Rezeptor und 
costimulatorische Signale, wird CTLA-4 von intrazellulären Kompartimenten an 
die Zelloberfläche verlagert. Dort kann es CD80 und CD86 auf APCs binden und 
initiiert in den T-Zellen eine Hemmung des Zellzyklus, eine verminderte 
Transkription von NFκB, NF-AT und AP-1 sowie eine verminderte Zytokin-
Produktion. Diese Mechanismen führen zu einer Inhibition der T-Zell-Funktion 
und im Weiteren zu einem veränderten Immunstatus. Die Affinität zu CD80 und 
CD86 ist dabei 20fach höher als die des CD28, sodass eine Dominanz des 
inhibitorischen gegenüber dem aktivierenden Signal vorliegt (Krummel and Allison 
1995; Linsley et al. 1996; Teft, Kirchhof, and Madrenas 2006; Valk, Rudd, and 
Schneider 2008; Salama and Hodi 2011; Chikuma 2017; Rudd, Taylor, and 
Schneider 2009).  
 
 
Abbildung 4: Interaktionsmöglichkeiten zwischen T-Zelle und APC (Alegre, Frauwirth, 
and Thompson 2001) 
Links:  Bindung von MHC-Antigen-Komplex mit dem TCR 
Mitte:  zusätzlich costimulatorisches Signal durch CD28 
Rechts:  zusätzlich inhibitorisches Signal durch CTLA-4 
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In Hinblick auf die umfangreichen Funktionen des CTLA-4 bedarf es allerdings 
noch einer differenzierteren Betrachtung. 
Das CTLA-4 Gen ist auf dem langen Arm des zweiten Chromosoms lokalisiert 
und besteht aus vier Exons, wobei die ersten beiden Exons für die extrazelluläre, 
Exon 3 für die transmembranöse und Exon 4 für die intrazelluläre Domaine 
kodieren. Es werden zwei Isoformen des CTLA-4 unterschieden: Sind alle vier 
Exons enthalten spricht man vom „full length“-CTLA-4 (flCTLA-4); fehlt hingegen 
die transmembranöse Domaine, spricht man vom „soluble“ CTLA-4 (sCTLA-4) 
(Teft, Kirchhof, and Madrenas 2006; Mossallam and Samra 2013; Zhang et al. 
2016; Chikuma 2017).  Durch das flCTLA-4 werden oben beschriebene 
Vorgänge, also die Inhibition der T-Zell-Antwort, umgesetzt. Das sCTLA-4, 
welches sich konstitutiv auf regulatorischen T-Zellen befindet, verstärkt jedoch die 
Immunantwort durch T-Zellen und sorgt damit für die notwendig Balance 
zwischen Inhibition und Aktivierung (Magistrelli et al. 1999; Purohit et al. 2005). 
Die dargestellten Funktionsweisen des CTLA-4 werden in den letzten 
Jahrzehnten viel diskutiert. Die exakten Signalwege sind jedoch noch nicht genau 
verstanden und werden auch Thema zukünftiger Forschung sein (Walker and 
Sansom 2015).   
 
2.5. Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) 
 
Die DNA (Desoxyribonukleinsäure) ist Träger der Erbinformation. Sie besteht aus 
einer Kette vieler Nukleotide. Als Nukleotide bezeichnet man die Verbindung aus 
einer Base, einer Pentose und dem Phosphatrest. In der DNA kommen folgende 
Basen vor: Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T), wobei im DNA-
Doppelstrang jeweils Adenin und Thymin sowie Guanin und Cytosin ein 
komplementäres Basenpaar bilden. Mit dem Humangenomprojekt (1990-2003) 
gelang es, die gesamte DNA, bestehend aus circa 3 Milliarden Basenpaaren, zu 
kartieren. Die genetische Information ist demnach auf etwa 30 000 bis 40 000 
Genen gespeichert. (Hood and Galas 2003; Lander et al. 2001; International 
Human Genome Sequencing 2004). Dabei gibt es interindividuell eine große 
genetische Vielfalt.  
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Die häufigste Variation entsteht durch sogenannte Einzelnukleotid- 
Polymorphismen (SNPs), definiert als eine Position, auf der zwei alternative 
Basen mit einer Häufigkeit von über 1 Prozent in der Population vorkommen 
(Landegren, Nilsson, and Kwok 1998; Wang et al. 1998; Ahmadian et al. 2000; 
Brookes 1999).  
 
 
Abbildung 5: Einzelnukleotid-Polymorphismus (immunology 2014) 
 
Ein 2001 in Nature publizierter Artikel berichtet, dass circa alle 1,9 Kilobasen ein 
SNP vorliegt. Dies entspricht etwa 1,42 Millionen SNPs im gesamten Genom 
(Sachidanandam et al. 2001). Inzwischen sind über 2 Millionen SNPs bekannt 
und man schätzt, dass insgesamt circa 11 Millionen SNPs existieren, welche mit 
einer Allelfrequenz von ≥ 1 % vorkommen. Bei der Allelfrequenz von 1 % läge alle 
290 Basen ein Basenaustausch vor. Evolutionär ältere SNPs haben eine 
niedrigerer Allelfrequenz und sind entsprechend seltener (Sachidanandam et al. 
2001; Cichon 2002). SNPs kommen sowohl in kodierenden als auch in nicht-
kodierenden Bereichen vor. SNPs in kodierenden oder regulatorischen 
Bereichen, welche sehr wahrscheinlich Krankheitsentstehung oder -verlauf über 
veränderte Aminosäurensequenzen und dadurch veränderte Proteinstruktur oder 
Expressionslevel beeinflussen, besitzen eine niedrigere Allelfrequenz als stumme 
Mutationen. Doch auch diese haben als genetische Marker eine wichtige 
Bedeutung (Cargill et al. 1999; Cichon 2002; Collins, Brooks, and Chakravarti 
1998; Landegren, Nilsson, and Kwok 1998).  
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3. Ziele der Arbeit 
Die Intention der Arbeit besteht darin, den Einfluss von CTLA-4 Polymorphismen 
auf relevante Endpunkte nach allogener hämatopoetischen Stammzell-
transplantation (HSZT) zu ermitteln. Zeigt sich ein Zusammenhang zwischen 
Spender CTLA-4 Polymorphismen und Endpunkten, wie Überleben, 
transplantations-assoziierter Letalität oder Rezidivrate, könnte diese Information 
der optimalen Spenderauswahl dienen und damit das Ergebnis der 
Transplantation verbessern. Es werden Polymorphismen des CTLA-4 untersucht, 
welche im Fokus der aktuellen Forschung stehen.  
Dafür werden kryokonservierte Proben von Leukämie-Patienten und deren 
Spendern, welche an der Klinik für Kinder- und Jugendmedizin des Universitäts-
klinikums Jena eine allogene HSZT erhielten, retrospektiv analysiert. Die 
Ergebnisse sollen in Kenntnis der Effekte des CTLA-4 auf die Immunmodulation 
eingeordnet und erläutert werden. Decken sich unsere Analysen mit dem 
Verständnis der Funktionsweise des CTLA-4 und bereits publizierten 
Erkenntnisse, sollen die Forschungsergebnisse als korrekt vermutet werden und 
eine Basis für weiterer Forschung sein.  
- 15 - 
 
4. Publizierte Originalarbeiten 
4.1. CTLA-4 polymorphisms: Influence on transplant-related mortality 
 and survival in children undergoing allogeneic hematopoietic stem 
 cell transplantation  
- 16 - 
 
  
- 17 - 
 
- 18 - 
 
- 19 - 
 
- 20 - 
 
 
 
 
 
 
 
- 21 - 
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5. Diskussion 
5.1. rs3087243 (CT60) SNP 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit liegt darin, einen eventuellen Zusammenhang 
zwischen CTLA-4 SNPs und dem Erfolg der allogenen HSZT zu untersuchen.  
Zu Beginn wurde der CT60 SNP analysiert, welcher in einem nicht-kodierenden 
Bereich des CTLA-4 Gens liegt und durch den Austausch von Adenin (A) und 
Guanin (G) definiert ist. Die Verteilung der einzelnen Variationen der 153 
untersuchten Spender entsprach mit AG>GG>AA der Beobachtung anderer 
Studien mit großem Patientenkollektiv und sollte daher repräsentativ sein (Perez-
Garcia et al. 2007).  
Es konnte gezeigt werden, dass der CT60 Genotyp des Spenders einen 
signifikanten Einfluss auf das EFS hat. Das EFS der Patienten, welche ein 
Transplantat vom Genotyp GG erhielten, war mit 63,6 % signifikant besser als 
das der Patienten, welche Transplantaten vom Genotyp AG (46,2 %) und AA 
(32,3 %) erhielten (P=0,043). Durch multivariate Analyse waren wir in der Lage 
zu zeigen, dass CT60 ein unabhängiger Risikofaktor für das EFS ist.  
Auch wenn unsere Ergebnisse die ersten sind, welche sich auf ein pädiatrisches 
Patientenkollektiv beziehen, gibt es in der Literatur zahlreiche 
Veröffentlichungen, welche sich mit dem Zusammenhang von CT60 und dem 
Erfolg der HSZT beschäftigen. Die Ergebnisse sind teils kontrovers und bedürfen 
daher der Diskussion. Die meisten Studien fokussieren sich auf die Endpunkte 
Überleben und Auftreten einer GVHD. Perez-Garcia et al. (2007) beschrieb, dass 
der CT60 Genotyp AA mit einem erhöhten Risiko für das Auftreten einer aGVHD 
assoziiert war, die Patienten aber dennoch eine bessere 5-Jahres Überlebens-
rate und eine geringere Rezidivrate aufwiesen. Auch Qin et al. (2016) postulierte, 
dass das Vorhandensein eines Guanins (GG oder AG) mit einer höheren 
Inzidenz einer cGVHD einherging als bei Patienten mit einem Spender des 
Genotyps AA. Ein signifikanter Zusammenhang zum Gesamtüberleben konnte 
nicht festgestellt werden. Dem gegenüber stehen die Ergebnisse von Karabon et 
al. (2015) und Xiao et al. (2012), welche eine geringeres Risiko für das Auftreten 
einer GVHD beschrieben, wenn die Patienten ein Transplantat von Spendern mit 
dem AA Genotyp erhielten. Wie auch Mossallam and Samra (2013) und Murase 
et al. (2011) konnten wir keinen signifikanten Zusammenhang zwischen den 
CT60 SNPs und dem Auftreten einer akuten oder chronischen GVHD feststellen. 
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Mögliche Ursachen für die beschriebenen Inkohärenzen liegen in 
unterschiedlichem Patienten- und Spenderkollektiv, verschiedenen 
Transplantationsprotokollen und Unterschieden in der GVHD-Prophylaxe.  
Trotz der zum Teil widersprüchlichen Aussagen basieren einige Erklärungs-
modelle auf den gleichen zugrundeliegenden Vorgängen, welche auch von 
unseren Ergebnissen bekräftigt werden: Wie in den einleitenden Worten be-
schrieben, existiert CTLA-4 in zwei Isoformen. Das flCTLA-4 inhibiert die T-Zell-
Aktivierung über die Bindung an CD80 und CD86 (Krummel and Allison 1995; 
Schwartz 2003; Jagasia et al. 2012). Das sCTLA-4 antagonisiert eben diesen 
Vorgang, sodass die Immunantwort in Balance gehalten wird. Es wird vermutet, 
dass durch das Vorliegen eines A-Allels im CT60 die Expression von sCTLA-4 
gesteigert wird. Dies hat zur Folge, dass die T-Zellen weniger inhibiert werden 
und deren Immunantwort stärker ausfällt (Ueda et al. 2003; Perez-Garcia et al. 
2007; Qin et al. 2016). Diese Schlussfolgerung erklärt einerseits das vermehrte 
Auftreten einer GVHD, wenn Patienten Stammzellen mit dem AA SNP des CT60 
erhalten. Andererseits ist bei aktiveren Spender-T-Zellen auch der GvL-Effekt 
verstärkt, welcher die Zerstörung residueller Leukämiezellen durch die Spender-
T-Zellen beschreibt. Folglich wäre eine geringere Rezidivrate zu vermuten. 
Des Weiteren kann auch der von uns gezeigte Einfluss auf die TRM durch die je 
nach SNP unterschiedliche T-Zell-Aktivität erklärt werden. Die Rate der TRM war 
mit 9,1 % signifikant (P=0,013) niedriger, wenn die Patienten einen Spender mit 
dem Genotyp GG hatten, als mit Stammzellen des Genotyps AG (19,2 %) oder 
AA (35,5 %). Die beiden Hauptursachen der TRM waren mit einem Anteil von 
jeweils 33,3 % eine Infektion und Multiorganversagen. Wir vermuten, dass bei 
Vorliegen des GG-Allels die T-Zell-Aktivität durch das veränderte Verhältnis von 
flCTLA-4 und sCTLA-4 so reguliert wird, dass einerseits eine ausreichende 
Infektabwehr gewährleistet ist. Diese verhindert schwere bakterielle, virale und 
parasitäre Infektionen als Todesursache. Andererseits wird eine überschießende 
Immunreaktion durch die verstärkte Inhibition der T-Zellen verhindert und damit 
das Risiko für eine GVHD oder Multiorganversagen reduziert. Die genannte 
Hypothese stimmt mit den Beobachtungen von Bosch-Vizcaya et al. (2012) 
überein. Diese beschrieben einen nicht-signifikanten Trend zu einer erhöhten 
TRM-Rate bei Patienten, welche Stammzellen eines Spenders mit Genotyp AA 
erhielten.  
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5.2. rs231775 (+49G/A) SNP 
Wie oben dargelegt, gelang es uns, einen signifikanten Zusammenhang zwischen 
dem CT60 SNP und TRM festzustellen, jedoch hatten die Polymorphismen 
scheinbar keinen Einfluss auf die Rezidivrate.  
Da die Rezidive jedoch ein bedeutender Einfluss auf den Erfolg einer HSZT 
darstellen, schlossen wir weitere Untersuchungen an. Unter Kenntnis der 
immunmodulatorischen Funktionen des CTLA-4 vermuteten wir weiterhin einen 
möglichen Zusammenhang zwischen CTLA-4 SNPs und Rezidivrate. Gerade die 
Rezidivrate ist abhängig von der zugrundeliegenden Erkrankung; deswegen 
schlossen wir in der +49A/G Analyse nur ALL und AML Patienten ein. Außerdem 
wurden nur Patienten analysiert, welche zum Zeitpunkt der Transplantation in 
erster oder zweiter vollständiger Remission waren. Für Patienten, welche sich 
nicht in Remission befanden, übertraf vermutlich das Risiko Transplantations-
assoziierter Komplikationen das Risiko des Rezidivs. Rezidive entstehen, wenn 
sich nach der Konditionierung verbliebene residuelle Leukämiezellen im Patienten 
erneut vermehren. Da selten alle malignen Zellen durch die Polychemotherapie 
eradiziert werden können, spielen die T-Zellen des Spenders eine wichtige Rolle, 
um einen erneuten Krankheitsausbruch zu verhindern. Das Abtöten der 
residuellen Tumorzellen durch die T-Zellen des Spenders wird als Graft-versus-
Leukemia (GvL)- Effekt bezeichnet. Neben dieser gewünschten Funktion können 
die T-Zellen aber auch eine GVHD auslösen. Bereits Horowitz et al. (1990) 
postulierte, dass Patienten vom GvL-Effekt profitieren können, ohne dass ein 
erhöhtes GVHD-Risiko zu verzeichnen ist. Ähnliches berichtete Kolb et al. (1995): 
In erster Linie bei Patienten mit rezidivierender chronisch myeloischer Leukämie 
(CML), aber auch bei Patienten mit AML konnte durch Transfusion von Spender-
Lymphozyten eine Remission erzielt werden. Im Vergleich zu Alternativmethoden 
wurde das Risiko einer GVHD als annehmbar beschrieben. Damit im Einklang 
postulierte Kolb (2008), dass die Transfusion von Spender-Lymphozyten nach T-
Zell-depletierter HSZT über den GvL-Effekt wirksam ist, ohne eine GVHD 
auszulösen. Negrin (2015) diskutierte in seiner Übersichtsarbeit die Abhängigkeit 
von GVHD und GvL-Effekt. Zusammenfassend zeigten präklinische Modelle, dass 
es möglich ist, die positive Wirkung des GvL-Effekts zu steigern und gleichzeitig 
das Risiko der GVHD zu minimieren.  
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Die tatsächliche Umsetzung im klinischen Setting gestaltet sich bisher jedoch 
schwierig und bleibt Gegenstand aktueller Studien. Beispielsweise zeigte Zheng 
et al. (2008) in Mausmodellen, dass T-Gedächtniszellen den GvL-Effekt bewirken, 
ohne dabei eine GVHD auszulösen.  
Somit lässt sich angesichts zahlreicher Analysen zusammenfassen, dass der 
GvL-Effekt, vermittelt durch T-Zellen, einen Einfluss auf die Rezidivrate hat. Die 
Aktivität der T-Zellen wiederum wird, wie oben beschrieben, durch CTLA-4 
reguliert. Polymorphismen beeinflussen den Aktivitätsmodus des CTLA-4. Unsere 
Analysen ergaben, dass die Rezidivrate von Patienten, welche Stammzellen von 
einem Spender mit mindestens einem G-Allel des +49A/G erhielten, signifikant 
niedriger war (P=0,026). In Einklang mit den Kenntnissen über die 
Funktionsweise von CTLA-4 lässt sich dieses Ergebnis wie folgt erläutern: Das 
Vorkommen eines G-Allels bedingt vermutlich eine verminderte Aktivität des 
inhibitorischen CTLA-4. In Folge dessen sind die T-Zellen aktiver und der GvL-
Effekt wird gesteigert. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Anjos et al. (2002) 
überein: Liegt ein GG-Allel vor, ist im Vergleich zum AA-Genotyp die Expression 
von CTLA-4 auf der Zelloberfläche auf ein Drittel reduziert. Auch Canossi et al. 
(2013) zeigten, dass das GG-Allel des +49A/G SNPs mit einer verminderten 
Expression von flCTLA-4 assoziiert ist. Überdies beschrieb Kouki et al. (2000) 
eine erhöhte T-Zell-Aktivität bei Vorliegen des GG-Allels. Dieselbe Korrelation 
wurde von Mäurer et al. (2002) bestätigt.  
Damit stimmen unsere Ergebnisse mit denen andere Publikationen überein und 
lassen sich unter Kenntnis der Funktion von CTLA-4 und dessen Polymorphismen 
logisch erläutern. Dennoch muss abschließend erwähnt werden, dass größere 
multizentrische Studien nötig sind, um die Relevanz der Ergebnisse zu 
bestätigen.  
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6. Schlussfolgerungen 
Aus den hier vorliegenden Forschungsergebnissen geht hervor, dass es einen 
signifikanten Zusammenhang zwischen den SNPs des CTLA-4 und dem Erfolg 
der allogenen HSZT im Kindesalter gibt. Wir konnten in den Analysen von zwei 
unterschiedlichen Polymorphismen einen signifikanten Einfluss auf Überleben, 
TRM und Rezidivrate feststellen. Die Ergebnisse standen im Einklang mit 
entsprechenden Publikationen. Diese sind jedoch meist auf adulte Patienten-
kollektive bezogen, sodass weitere Studien im Bereich der Kinder- und 
Jugendmedizin notwendig sind, um die Ergebnisse entsprechend zu evaluieren. 
Falls sich unsere Resultate in großen, multizentrischen Studien bestätigen lassen, 
wäre damit eventuell ein neuer Screening- und Prognosefaktor für die allogene 
HSZT im Kindesalter gefunden.  
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